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57© Resumen:
Procedimiento para el cultivo de Dunaliella salina rica en
β-caroteno en fotobiorreactor tubular cerrado a la intem-
perie.
El objeto de la presente invención es un procedimiento
para el cultivo a la intemperie de la microalga Dunalie-
lla salina rica en β-caroteno que utiliza un fotobiorreactor
tubular cerrado como alternativa a los sistemas abiertos.
Mediante el procedimiento de la invención se alcanzan
elevados valores de productividad tanto de biomasa co-
mo de carotenoides. Este sistema posibilita un control es-
tricto del proceso de cultivo y, consecuentemente, permite
asegurar la constancia de composición y calidad del pro-
ducto.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
S
2
19
3
86
0
B
1
Venta de fascículos: Oficina Española de Patentes y Marcas. C/Panamá, 1 – 28036 Madrid
1 ES 2 193 860 A1 2
DESCRIPCION
Procedimiento para el cultivo de Dunaliella
salina rica en -caroteno en fotobiorreactor tu-
bular cerrado a la intemperie.
Objeto de la invencion
El objeto de la presente invencion es un pro-
cedimiento para el cultivo de la microalga Duna-
liella salina rica en -caroteno que utiliza un foto-
biorreactor tubular cerrado como alternativa a los
sistemas abiertos. Mediante el procedimiento de
la invencion se alcanzan elevados valores de pro-
ductividad tanto de biomasa como de carotenoi-
des. Este sistema posibilita un control estricto del
proceso de cultivo y, consecuentemente, permite
asegurar la constancia de composicion y calidad
del producto.
Estado de la tecnica
La microalga Dunaliella salina se produce co-
mercialmente desde nales de los a~nos 80 como
fuente natural de -caroteno. Para su cultivo se
vienen empleando sistemas abiertos en tanques de
gran supercie, con escaso o nulo control del pro-
ceso. La baja productividad, el elevado consumo
de CO2, la imposibilidad de controlar los fac-
tores ambientales y problemas de contaminacion
han dicultado la generalizacion de estos sistemas
de cultivo, aun cuando el pigmento obtenido de
forma natural presenta ventajas frente al sinte-
tizado qumicamente. Esta ampliamente recono-
cido el papel del -caroteno en la prevencion del
cancer y otras enfermedades degenerativas. Es-
tudios epidemiologicos indican que la capacidad
antioxidante de este compuesto reside fundamen-
talmente en el isomero 9-cis, presente en el -
caroteno natural.
El cultivo de microalgas en fotobiorreacto-
res tubulares cerrados constituye una alterna-
tiva muy interesante a los sistemas de tanques
abiertos, ya que solventa importantes limitacio-
nes presentes en estos ultimos. Existen an-
tecedentes de utilizacion de foto biorreactores
analogos al aqu utilizado para el cultivo de otras
microalgas de interes (patente FR2685344), as
como diversas patentes relacionadas con otros
dise~nos de fotobiorreactores para el cultivo de mi-
croalgas (US5981271 y DE19912952). Por otro
lado, se pueden encontrar patentes relaciona-
das con el cultivo de Dunaliella pero que em-
plean sistemas abiertos (JP57159484), (IL54881),
(CN1044200). Por ultimo, se encuentra paten-
tado el dise~no de un biorreactor cerrado, aunque
de caractersticas muy diferentes al aqu utilizado,
donde se emplea la microalga Dunaliella bardawil
para testar el funcionamiento de dicho biorreactor
(US5958761).
Explicacion de la invencion
El objeto de la presente invencion es un pro-
cedimiento para el cultivo a la intemperie de Du-
naliella salina rica en -caroteno mediante la uti-
lizacion de un fotobiorreactor tubular cerrado y
que comprende las etapas de:
a) introduccion en el fotobiorreactor de una
suspension de celulas en medio de cultivo de Du-
naliella salina con una densidad comprendida en-
tre 106 y 2 x 106 celulas ml−1.
b) circulacion de la suspension celular por el
fotobiorreactor a una velocidad comprendida en-
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tre 0,2 y 0,4 m s−1 durante un periodo compren-
dido entre 24 y 240 horas sin control de tempera-
tura o temperatura mantenida constante a 25C
y sometida a una irradiancia diaria comprendida
entre 2 y 13 MJ m−2.
c) recogida de la biomasa de Dunaliella salina
contenida en el fotobiorreactor.
El sistema de cultivo se encuentra a la intem-
perie y la fuente de iluminacion es la luz solar y
los tubos por los que circula la suspension celu-
lar son de un material transparente o translucido,
tienen un diametro exterior comprendido entre 30
y 60 mm y una longitud comprendida entre 90 y
150 m. La circulacion de la suspension celular
se realiza mediante impulsion de aire a presion,
evitandose el deposito de celulas en las paredes
de los mismos mediante la circulacion de dos bo-
las de caucho de diametro ligeramente inferior al
diametro interior de los tubos (FR2674458).
Durante el proceso el pH se mantiene entre un
valor de 6,5 y 7,5 mediante la inyeccion de CO2
a traves de una electrovalvula regulada por un
controlador de pH. La temperatura se mantiene
constante a 25C o alternativamente la tempera-
tura maxima se controla a 25C, sin regular la
temperatura por debajo de este valor.
Preferentemente, la suspension celular se man-
tiene circulando por los tubos durante un perio-
do comprendido entre 72 y 120 horas con una
velocidad comprendida entre 0,3 y 0,4 ms−1 y una
irradiancia diaria comprendida entre 5 y 7 MJ
m−2.
Breve descripcion de la gura
Esquema del fotobiorreactor tubular utilizado
para el cultivo de Dunaliella salina rica en -ca-
roteno
Descripcion detallada de la invencion
El procedimiento objeto de la presente in-
vencion se ilustra en detalle mediante el siguiente
ejemplo:
Elementos del fotobiorreactor
Los cultivos de Dunaliella salina se llevan a
cabo a la intemperie en un fotobiorreactor tu-
bular cerrado (patente n FR2685344). El sis-
tema consta de un modulo de captacion de luz
solar constituido por tubos de material transpa-
rente (plexiglas rgido) (1) de 24 mm de diametro
interno y 30 mm de diametro externo y una lon-
gitud total de 90 m, situados en paralelo y conec-
tados entre s por medio de piezas en forma de
\u" del mismo material, con una supercie foto-
sinteticamente activa de 2,2 m2 y 55 l de volumen
util. Dos bolas de caucho de diametro ligeramente
inferior al diametro interior de los tubos circu-
lan para evitar el deposito de celulas en las pare-
des de los mismos (FR2674458). Estos tubos se
encuentran sumergidos en agua, que actua como
elemento termostatizador del cultivo, en un ba~no
(2) de dimensiones 1,8 x 6,0 x 0,15 m, provisto
de circuito cerrado de circulacion con elementos
calefactores y enfriadores (3). En este sistema de
cultivo, la suspension celular se agita y se hace cir-
cular a traves de los tubos por la impulsion de aire
esteril a presion generado por un compresor (air-
lift) (4). El sistema tubular termina en un cilindro
(5) de 52 cm de alto por 26 de diametro externo,
situado a 2,8 m de altura desde la horizontal del
reactor. En la tapa de este cilindro existen varios
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oricios (6) para: salida de gas (protegido por
un ltro para prevenir la entrada de bacterias),
entrada para llenado rapido del reactor, entrada
de medio fresco para operar en cultivo continuo y
sensor de nivel. En la parte inferior del cilindro
se encuentran ademas sondas de pH (7) y tem-
peratura (8). Estas sondas se conectan con una
unidad de control (9).
Condiciones optimas para el cultivo de Dunaliella
salina
No se conoce experiencia previa del cultivo
de Dunaliella en fotobiorreactor tubular cerrado.
Por ello, a partir del conocimiento del que se dis-
pone sobre la siologa y bioqumica de este alga,
han debido vericarse su crecimiento y denirse
las condiciones optimas para su cultivo en este sis-
tema, considerando diversas variables, tales como
temperatura, irradiancia, densidad celular inicial
y velocidad de circulacion. Para la realizacion de
este trabajo se ha utilizado una estirpe de Du-
naliella salina aislada de una salina en Roquetas
de Mar (Almera). Los cultivos se han desarro-
llado en regimen semicontinuo, retirando cada 4
das un volumen de la suspension celular y re-
emplazandolo por medio de cultivo fresco para
alcanzar la densidad celular inicial.
Temperatura.- Una de las ventajas que pre-
senta este sistema es la posibilidad de controlar
la temperatura. Se han realizado experiencias en
3 condiciones: temperatura constante de 25C
(optima para el cultivo de Dunaliella en condi-
ciones de laboratorio), control de la temperatura
maxima a 25C sin regular la temperatura por de-
bajo de este valor, y ausencia de control de tempe-
ratura. Los resultados muestran que la condicion
optima para obtener las mayores productividades
es la de mantenimiento constante de la tempera-
tura a 25C, para la que se obtienen unos valores
de productividad de hasta 3 g m−2 da−1 en bio-
masa y de 0,2 g m−2 da−1 en carotenoides (mas
del 90 % de la fraccion de carotenoides determi-
nada corresponde a -caroteno), en condiciones
de alta irradiancia solar.
Densidad celular.-. Los mejores resultados se
obtuvieron con una densidad celular inicial de
106 celulas ml−1. Densidades iniciales inferiores a
esta no eran viables en este sistema y con valores
superiores se reduca la productividad.
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Velocidad de circulacion de la suspension ce-
lular.- La agitacion es un parametro clave en los
cultivos en fotobiorreactor tubular cerrado a la
intemperie y de dimensiones relativamente gran-
des, ya que facilita el intercambio de gases y la
exposicion de las celulas a la luz. Los valores
maximos de productividad de biomasa y carote-
noides se obtienen a la mayor velocidad de cir-
culacion de la suspension celular que permite el
sistema (0,4 m s−1). Irradiancia.- Los cultivos en
fotobiorreactor tubular cerrado persiguen la con-
secucion de condiciones en las que se obtenga el
maximo aprovechamiento de la luz disponible por
la suspension celular, intentando aproximar la e-
ciencia fotosintetica al maximo teorico. Sin em-
bargo, un exceso de irradiancia puede provocar
da~nos fotooxidativos que limiten el crecimiento
del cultivo. Se han realizado experiencias en dos
condiciones: maxima irradiancia solar disponible
y reduccion de esta mediante la utilizacion de una
malla que ltra el 50 % de la luz incidente. En es-
tas condiciones, la productividad en biomasa no
se afecta signicativamente. Sin embargo, la pro-
ductividad en carotenoides es un 50 % mayor en
los cultivos realizados sin malla.
Comparacion de la productividad en sistemas
abiertos y en fotobiorreactor tubular
Se ha realizado un estudio comparativo de la
productividad en el sistema cerrado descrito an-
teriormente, operando en condiciones optimas, y
en un sistema abierto de tanques de 1 m2 de su-
percie abierta al aire. Estos tanques estan cons-
truidos con poliester y bra de vidrio con unas di-
mensiones de 1,25 m de largo x 0,8 m de ancho y
0,3 m de altura, divididos longitudinalmente por
un tabique vertical y dos pantallas curvas en cada
extremo. Las condiciones de operacion de este sis-
tema abierto son: profundidad de 3 cm (30 l de
suspension celular), suministro constante de CO2
(3 l h−1) durante las horas de luz, agitacion me-
diante paletas que consigue una velocidad de la
suspension celular de 0,55 m s−1, y sin control de
temperatura. Los cultivos en fotobiorreactor tu-
bular cerrado alcanzan productividades de 3 y 0,2
g m−2 da−1 en biomasa y carotenoides, respecti-
vamente, claramente superiores a los de sistemas
abiertos (1 y 0,06 g m−2 da−1).
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para el cultivo de Dunaliella
salina rica en -caroteno caracterizado por la
utilizacion de un fotobiorreactor tubular cerrado
a la intemperie y que comprende las etapas de:
a) introduccion en el fotobiorreactor de una
suspension celular de Dunaliella salina con una
densidad comprendida entre 106 y 2 x 106 celulas
ml−1.
b) circulacion de la suspension celular por el
fotobiorreactor a una velocidad comprendida en-
tre 0,2 y 0,4 m s−1 durante un periodo compren-
dido entre 24 y 240 horas sin control de tempera-
tura o temperatura mantenida constante a 25C
y sometido a una irradiancia diaria comprendida
entre 2 y 13 MJ m−2.
c) recogida de la biomasa de Dunaliella salina
contenida en el foto biorreactor.
2. Procedimiento para el cultivo de Dunaliella
salina rica en -caroteno segun la reivindicacion
1, caracterizado porque el sistema de cultivo se
encuentra a la intemperie y la fuente de ilumi-
nacion es la luz solar.
3. Procedimiento para el cultivo de Dunaliella
salina rica en -caroteno segun las reivindicacio-
nes 1 y 2, caracterizado porque los tubos del
fotobiorreactor son de un material transparente
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o translucido, tienen un diametro exterior com-
prendido entre 30 y 60 mm y una longitud com-
prendida entre 90 y 150 m.
4. Procedimiento para el cultivo de Duna-
liella salina rica en -caroteno segun las reivin-
dicaciones 1-3, caracterizado porque la circu-
lacion de la suspension celular se realiza mediante
impulsion de aire a presion, con una velocidad
comprendida entre 0,3 y 0,4 m s−1.
5. Procedimiento para el cultivo de Dunaliella
salina rica en -caroteno segun las reivindicacio-
nes 1-4, caracterizado porque la temperatura se
mantiene constante a 25C.
6. Procedimiento para el cultivo de Dunaliella
salina rica en -caroteno segun las reivindicacio-
nes 1-4, caracterizado porque la temperatura
maxima se controla a 25C, sin regular la tempe-
ratura por debajo de este valor.
7. Procedimiento para el cultivo de Dunaliella
salina rica en -caroteno segun las reivindicacio-
nes 1-6, caracterizado porque la suspension ce-
lular se mantiene circulando por los tubos durante
un perodo comprendido entre 72 y 120 horas.
8. Procedimiento para el cultivo de Dunaliella
salina rica en -caroteno segun las reivindicacio-
nes 1-7, caracterizado porque la irradiancia dia-
ria esta comprendida entre 5 y 7 MJ m−2.
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